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1. UVOD 
 
Plijesni su vrlo česti kontaminanti krmiva i krmnih smjesa, a pritom tvore toksične 
sekundarne metabolite – mikotoksine. Među mikotoksinima aflatoksini (AF) predstavljaju 
skupinu jednih od najtoksičnijih mikotoksina. Aflatoksini su hepatotoksični, karcinogeni, 
imunosupresivni sekundarni metaboliti plijesni roda Aspergillus (najčešće Aspergillus flavus i 
Aspergillus parasiticus) koji zahvaćaju usjeve poput kukuruza, riže, čili papričica, suncokretovih 
sjemenki, kikirikija i sličnih namirnica koje konzumiraju životinje. Od preko dvadeset poznatih 
aflatoksina i njihovih derivata, najpoznatiji su: B1, B2, G1 i G2 od kojih je najtoksičniji aflatoksin 
B1. Nakon što je dokazano da kao produkt biološke pretvorbe aflatoksina B1  (AFB1) u mliječnim 
žlijezdama sisavaca hranjenih krmom koja je sadržavala spomenuti aflatoksin B skupine, 
nastaje aflatoksin M1 (AFM1), postoji zabrinutost oko ulaska mikotoksina u prehrambeni lanac 
čovjeka, ne samo kroz žitarice i proizvode od žitarica već i kroz meso, jaja, mlijeko i mliječne 
proizvode („carry over” efekt) (Markov i sur., 2013; Giovati i sur., 2015; Pleadin i Kovačević, 
2016). Aflatoksin M1, hidroksilirani metabolit aflatoksina B1, relativno je stabilna molekula u 
sirovim i obrađenim mliječnim proizvodima i ne može se inaktivirati toplinskim tretmanima 
poput pasterizacije ili sterilizacije (Govaris i sur., 2002). AFM1 izlučuje se u mlijeku sisavaca, 
ali i putem izmeta i mokraće. AFM1 dokazano uzrokuje akutne i kronične mikotoksikoze, a 
njegova prisutnost u mlijeku i mliječnim proizvodima posljedično predstavlja sve veću opasnost 
obzirom da, čak i ako se konzumiraju male količine, kroz neko vrijeme može ozbiljno ugroziti 
zdravlje (IARC, 2002). Izloženost mikotoksinima je neizbježna, a kako bi se ona smanjila na 
najmanju moguću mjeru, koriste se razne metode smanjenja kontaminacije mikotoksina. Iako 
su razvijene različite fizikalne i kemijske metode dekontaminacije, sve je veći interes za 
razvojem efikasnijih, ekonomičnijih i za okoliš prihvatljivijih metoda (Giovati i sur., 2015). Teži 
se razvoju bioloških metoda koje se provode pod blagim uvjetima, bez štetnih kemikalija i bez 
gubitka nutritivne vrijednosti proizvoda (Hassan i sur., 2015; Yang i sur., 2017). Raznim 
istraživanjima dokazano je da mikroorganizmi mogu reducirati ili u potpunosti ukloniti 
mikotoksine u hrani i krmi. Posebice su značajne bakterije mliječne kiseline (prvenstveno iz 
roda Lactobacillus i Lactococcus) budući da se koriste u proizvodnji fermentiranih mliječnih 
proizvoda kao starter kulture, produžuju trajnost proizvoda te su prihvaćene kao bezopasne 
za ljudsko zdravlje, odnosno dodijeljen im je GRAS (eng. Generally Recognized As Safe) status 
(Markov i sur., 2010). Problemi nastaju kada se komercijalne starter kulture koje se 
upotrebljavaju u mliječnoj industriji, a koje vežu AFM1 natječu s autohtonom mikroflorom 
proizvoda mijenjajući tako njegova svojstva. Stoga je u ovom radu istražen utjecaj BMK 
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izoliranih iz tradicionalnih mliječnih proizvoda, u liofiliziranom obliku, na smanjenje 
koncentracije AFM1 u mlijeku.  
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2. TEORIJSKI DIO 
 
2.1. MIKOTOKSINI 
Mikotoksini su sekundarni metaboliti plijesni koji induciraju akutne i kronične toksične 
učinke kod ljudi i životinja (IARC, 1993; 2002). Predstavljaju skupinu stabilnih kemijskih 
spojeva različite strukture i različitog biološkog djelovanja (Markov i sur., 2010; HAH, 2013), a 
do danas je otkriveno oko četiristo vrsta mikotoksina, od čega su najznačajniji kontaminanti 
hrane aflatoksini (aflatoksin B1, aflatoksin M1), okratoksini (okratoksin A, okratoksin B), 
zearalenon (ZEA), fumonizini (fumonizin B1, fumonizin B2), trihoteceni (T-2 toksin) i patulin 
(PAT) (HAH, 2013; Hassan i sur., 2015; Varsha i Napoothiri, 2016). Do biosinteze mikotoksina 
dolazi pri određenim okolišnim uvjetima (prikladna relativna vlažnost, temperatura, sadržaj 
kisika) te u ovisnosti o fizičkom oštećenju supstrata i prisutnosti plijesni (Sassahra i sur., 2005; 
Pleadin i sur., 2014; Medina i sur., 2014). Mikotoksini su opasni zbog visoke toksičnosti u malim 
količinama i odsutnosti senzorskog upozorenja prilikom konzumacije hrane kontaminirane 
mikotoksinima (Markov i sur., 2010; Markov i sur., 2013). 
Glavni izvor mikotoksina kod ljudi su žitarice poput kukuruza, pšenice, ječma, zobi i 
proizvodi na bazi žitarica te orašasti plodovi, ali i proizvodi životinjskog podrijetla uslijed 
sekundarnog onečišćenja plijesnima koje produciraju mikotoksine (Pleadin i sur., 2014). Na 
tvorbu mikotoksina prije i nakon žetve žitarica uvelike utječu klimatski uvjeti, a onečišćenje 
usjeva mikotoksinima povezuje se s visokim temperaturama okoliša, oštećenjima usjeva 
posredovanjem insekata te duljim sušnim razdobljima (Payne, 1998; Pleadin i sur., 2014).  
Prisutnost mikotoksikogenih plijesni i/ili mikotoksina u hrani predstavlja značajnu 
opasnost za zdravlje ljudi, ali i veliki ekonomski problem (Čvek i sur., 2012) zbog utjecaja na 
kvalitetu proizvoda i ekonomičnost procesa proizvodnje (Šutić i Banina, 1979). 
Mikotoksini su važni onečišćivači okoliša, a gutanjem, udisanjem ili dodirom i malih 
količina mikotoksina može doći do razvoja opasnih bolesti, nazvanih mikotoksikoze (Markov i 
sur., 2013). Veće doze mikotoksina uzrokuju akutna trovanja, dok dugotrajni unos manjih 
količina rezultira estrogenim, imunosupresivnim ili karcinogenim učincima (Pepeljnjak i sur., 
2008). 
Aflatoksini su genotoksične kancerogene tvari, stoga je potrebno ograničiti ukupni 
sadržaj aflatoksina u hrani (zbroj aflatoksina B1, B2, G1 i G2) kao i pojedinačni sadržaj 
aflatoksina B1 koji je daleko najtoksičniji sastojak. Najviše dopuštene količine mikotoksina 
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(µg/kg jestivog dijela namirnice) u hrani i hrani za životinje u RH propisane su Pravilnikom o 
najvećim dopuštenim količinama određenih kontaminanata u hrani (NN 146/12). 
 
2.1.1. Aflatoksini 
Aflatoksini su najznačajniji mikotoksini i predstavljaju osnovu za njihovo istraživanje. 
Riječ je o heterocikličkim, sekundarnim metabolitima plijesni Aspergillus flavus i Aspergillus 
parasiticus (Milićević i sur., 2014; Duraković i Duraković, 2000), ali sintetizira ih i ograničen 
broj sojeva plijesni iz roda Fusarium i Penicillium  (Dalié i sur., 2010; Varsha i Napoothiri, 
2016). Aflatoksini su otkriveni drugom polovicom 20. stoljeća nakon smrti preko 100 000 
komada peradi na farmama purana Velikoj Britaniji, uz nekrozu jetre kao uzrok smrti. Kako do 
tada nije poznata takva bolest, nazvana je „X bolešću purana“ (Pleadin i sur., 2014). Analizom 
kikirikijevog brašna korištenog za prehranu purana, izolirana je plijesan Aspergillus flavus i 
otkriven je do tada nepoznat spoj, koji pod UV svjetlom fluorescira plavo. Prema nazivu plijesni 
iz koje je prvotno izoliran, toksin je imenovan aflatoksinom (Lanchester i sur., 1961). 
Aflatoksini su definirani kao derivati difurokumarina zbog čega i fluoresciraju, a stabilni 
su pri visokim temperaturama, dobro su topljivi u etanolu i metanolu, a veoma se dobro 
otapaju u kloroformu (Goldblatt, 1969). Poznato je preko trideset vrsta aflatoksina, a 
najpoznatiji su oni označeni prema fluorescenciji pod UV svjetlom: B1 i B2 (B - eng. blue, plavo) 
te G1 i G2 (G – eng. green, zeleno) (slika 1). Osim njih poznati su još i aflatoksin M1 i M2 
(izolirani iz mlijeka, eng. milk). Najčešće prisutan, a pritom i najtoksičniji aflatoksin je aflatoksin 
B1 (AFB1) (Sezer i sur., 2013; Giovati i sur., 2015). Ciljni organ djelovanja aflatoksina je jetra, 
no aflatoksini nisu toksični samo za jetru nego imaju i druge neželjene učinke kao što su 
imunosupresivnost, mutagenost, teratogenost i karcinogenost (HAH, 2014). Budući da su 
aflatoksini termostabilni te se tijekom prerade hrane njihova količina tek neznatno smanjuje, 
važno je spriječiti njihovo nastajanje (Peraica i sur., 2014). 
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SLIKA 1. Strukturne formule aflatoksina B1, B2, G1 i G2 (Anonymus1) 
 
Najveći stupanj akumulacije aflatoksina odvija se u tkivima u kojima se vrši njegova 
biotransformacija, a to su jetra i bubrezi (Leeson i Summers, 1995). Putem žuči se izlučuje oko 
60%, a manji dio mokraćom i mlijekom u obliku metabolita M1, P1 i Q1 ili u obliku njihovih 
konjugata (Sinovec i Resanović, 2005). U suprotnosti s mnogim mikotoksinima, aflatoksini 
moraju biti biološki transformirani prije nego što izazovu reakciju u živom organizmu. Kao 
rezultat biotransformacije, stvara se derivat AFB1, aflatoksin B1-2,3-epoksid, koji je visoko 
reaktivni metabolit i koji reagira s nukleofilnim mjestima u makromolekulama (Wild i Hall, 2000; 
Turner i sur., 2003). 
Akutno trovanje aflatoksinima naziva se aflatoksikoza i nastaje konzumiranjem izrazito 
kontaminirane hrane gdje se dnevni unos aflatoksina mjeri u miligramima pa su stoga dosta 
rijetke. Mnogo veći problem predstavlja kronično izlaganje aflatoksinima koje dovodi do 
karcinoma jetre. 
 
2.1.2. Aflatoksin M1  
Aflatoksini M1 i M2 su dihidroderivati aflatoksina B1 i B2, a izlučuju se u mlijeku, 
mokraći i stolici kao produkti metabolizma aflatoksina B1 i B2 (Markov i sur., 2010; Peraica i 
sur., 2014). 
AFM1, metabolit AFB1, produkt je biološke pretvorbe u mikrosomima jetre (slika 2), a 
izlučuje se u mlijeko kroz mliječne žlijezde sisavaca hranjenih krmom koja je sadržavala 
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spomenuti aflatoksin B skupine (Zdolec i sur., 2006). Aflatoksin M1 je svakako najvažniji 
aflatoksin kada je riječ o toksičnosti aflatoksina s implikacijama na zdravlje ljudi (Gorelick, 
1990) zbog mogućnosti izlućivanja prilikom laktacije kod životinja i žena (EFSA, 2004) te je 
svrstan u grupu 2B karcinogena (IARC, 2002). Mnogi istraživači su objavili da postoji linearna 
veza između količine AFM1 u mlijeku i AFB1 u krmivu (Kamkar, 2008). 
 
 
SLIKA 2. Hidroksilacija aflatoksina B1 u organizmu krave (Markov, 1991) 
 
Zbog svog afiniteta prema proteinima mlijeka, AFM1 može biti prisutan i u mliječnim 
proizvodima, a koncentracija AFM1 ovisi o samom proizvodnom procesu pripreme mliječnih 
proizvoda, o vrsti proizvoda, udjelu vode i konačnom proizvodu. AFM1 je relativno stabilna 
molekula u sirovim i obrađenim mliječnim proizvodima i ne može se inaktivirati toplinskim 
tretmanima poput pasterizacije za vrijeme obrade sira (Govaris i sur., 2002). 
Koncentracija AFM1 u sirovom mlijeku, termički obrađenom mlijeku i mlijeku za 
proizvodnju mliječnih proizvoda u zemljama članicama EU pa tako i u Republici Hrvatskoj, ne 
smije prelaziti 0,05 µg/L (EC, 2006) dok je najveća dozvoljena koncentracija u SAD-u 0,5 µg/L 
(FDA, 2005). 
 
2.2. BAKTERIJE MLIJEČNE KISELINE 
Bakterije mliječne kiseline su skupina bakterija koje kao glavni produkt fermentacije 
ugljikohidrata proizvode mliječnu kiselinu. U njih se ubrajaju bakterije rodova Streptococcus, 
Pediococcus i različite vrste rodova Lactobacillus. S obzirom na konačni produkt fermentacije, 
bakterije mliječne kiseline dijele se na homofermentativne i heterofermentativne. 
Heterofermentativne, naspram homofermentativnih, osim mliječne kiseline proizvode i druge 
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produkte poput ugljikovog dioksida i etanola, a takve vrste su uglavnom bakterije iz roda 
Leuconostoc i neke vrste Lactobacillus roda (Frece i Markov, 2016).  
Zbog svoje duge upotrebe bez štetnih utjecaja na ljudsko zdravlje imaju GRAS (eng. 
Generally Recognized As Safe) status prema Američkoj agenciji za hranu i lijekove (FDA, 2005), 
odnosno QPS (Qualified Presumption of Safety) status prema regulativi Europske Unije (Frece 
i Markov, 2016). 
Bakterije mliječne kiseline predstavljaju jedinstvenu skupinu koja se u obliku čistih 
kultura koristi u proizvodnji, očuvanju i produljenju trajnosti fermentiranih proizvoda. 
Biosintezom mnogih antimikrobnih metabolita, bakterije mliječne kiseline inhibiraju rast 
mikotoksikogenih plijesni (Schnürer i Magnusson, 2005; Muñoz i sur., 2010; Varsha i 
Napoothiri, 2016), a mnoge imaju i potencijal interakcije s mikotoksinima. 
Bakterije koje se koriste kao starter kulture u proizvodnji mliječnih proizvoda, mogu 
imati ulogu u smanjenju količine aflatoksina u hrani i krmivu (Markov i sur., 2010). Istraživanja 
koja se provode već više od tri desetljeća, pokazala su sposobnost vezanja aflatoksina pomoću 
BMK adhezijom za površinu stanične stijenke bakterije (Muñoz i sur., 2010; Hassan i sur., 
2015). Stoga se primjenjuju kao alternativa fizikalnim i kemijskim metodama kontrole rasta 
plijesni. BMK koje posjeduju antifungalna svojstva prema mikotoksikogenim plijesnima 
obuhvaćaju rodove Lactococcus i Lactobacillus, a u manjoj mjeri i rodove Pediococcus te 
Leuconostoc (Dalié i sur., 2010). 
 
2.3. LIOFILIZACIJA 
Liofilizacija je jedinstveni postupak sušenja namirnice u zamrznutom stanju, a koristi 
se za očuvanje mikroorganizama i preferirana je metoda za skupljanje kultura diljem svijeta u 
ovlaštenim institucijama, poput Američke zbirke mikroorganizama „American Type Culture 
Collection“ (ATCC) ili Belgijske zbirke mikroorganizama „Belgian Coordinated Collection of 
Microorganisms“ (BCCM). Tehnološke operacije koje obuhvaća postupak liofilizacije odnose se 
prvenstveno na zamrzavanje i sublimaciju vode iz zamrznutog materijala (Lovrić, 2003).  
Liofilizirani materijal omogućuje lako rukovanje te jeftin i lak transport. Kako bi se 
osigurala dovoljna količina stanica nakon liofilizacije za dugoročno skladištenje i oporavak 
stanica za daljnje uspješno razmnožavanje soja, preporuča se liofiliziranje koncentriranih 
kultura oko 107 stanica po gramu (Morgan i sur., 2006). 
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Proces liofilizacije temelji se na sublimaciji, koja je podijeljena u tri faze; smrzavanje te 
dvije faze sušenja. Stanice se prvo smrzavaju na vrlo niskim temperaturama (primjerice -196 
°C) te se zatim suše sublimacijom pod vakuumom (Santvarangkna i sur., 2007). Većina stanica 
se inaktivira u fazi smrzavanja tako da 60-70% stanica koje prežive smrzavanje mogu preživjeti 
fazu dehidratacije. Tijekom smrzavanja, formiranje izvanstaničnog leda uzrokuje povećanje 
izvanstanične osmolalnosti, tako da čim se formira led izvan stanice počinje dehidratacija 
stanice.  
Postoje dva tipa smrzavanja, sporo smrzavanje i brzo smrzavanje. Tijekom sporog 
smrzavanja proces postepene dehidratacije stanica, uslijed stvaranja leda izvan stanica 
uzrokuje veliku štetu stanice, dok brzim smrzavanjem možemo izbjeći efekte razaranja i 
smanjivanja stanica (Fowler i Toner, 2005). Brzina hlađenja, odnosno smrzavanje, ovisi o dvije 
osnovne varijable, a to su: pokretna sila, koja rezultira iz temperaturnog gradijenta, tj. razlike 
temperature između proizvoda i rashladnog medija; otpor prijenosu topline koji ovisi o sastavu, 
odnosno svojstvima proizvoda, njegovim dimenzijama (debljini), brzini strujanja rashladnog 
medija, stupnju kontakta između proizvoda i rashladnog medija itd. 
Također, postoje dva načina smrzavanja uzoraka prije sušenja: unutar komore 
liofilizatora preko ohlađenih polica ili mikroorganizam može biti smrznut prije unošenja u 
liofilizator. Smrzavanje unutar liofilizatora uzrokuje sporo formiranje ledene strukture kristala, 
koji mogu uzrokovati oštećenja krhkih staničnih membrana, a ne mogu se oporaviti nakon 
sušenja, što uzrokuje smanjenje stope preživljavanja. S druge strane, jedna od najpogodnijih 
metoda zamrzavanja bioloških stanica je smrzavanje u tekućem dušiku, koja prvo uključuje 
smrzavanje mikroorganizma, a zatim unošenje zamrznutog mikroorganizma u liofilizator.  
Dokazano je da s površinom stanice raste i mogućnost oštećenja membrane što je 
posljedica stvaranja kristalića leda pa su tako enterokoki, koji imaju male sferične stanice, 
izdržljiviji prilikom liofilizacije od, na primjer laktobacila koji imaju veće štapićaste stanice 
(Fonesca i sur., 2000). Uklanjanje međustanične vode bakterijskih stanica sušenjem uzrokuje 
oštećenje površinskih proteina, stanične stijenke te stanične membrane. Međustanična voda 
igra važnu ulogu u stabiliziranju strukturne i funkcionalne cjelovitosti bioloških makromolekula 
kroz različite tipove slabih veza, uključujući one koje su prisutne u staničnoj stijenci i staničnoj 
membrani (Brennan i sur., 1986). Kako bi se postigli optimalni rezultati tijekom sušenja 
mikroorganizama, važno je fokusirati se na minimalizaciju oštećenja lipidnog dvosloja te RNA 
i DNA.  Brojni zaštitni agensi dodaju se u medij za sušenje prije liofilizacije kako bi se 
učinkovitije zaštitila fiziološka aktivnost mikroorganizma tijekom dehidratacije. Kao zaštitni 
agensi, najčešće se koriste obrano mlijeko u prahu, proteini sirutke, trehaloza, saharoza, 
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glukoza, laktoza i polimeri poput dekstrana i polietilen glikola (Morgan i sur., 2006). Postotak 
preživljavanja bakterijskih stanica nakon liofilizacije ovisi o velikom broju faktora, uključujući 
soj mikroorganizma i učinkovitost zaštitnih agensa tijekom liofilizacije.   
 
2.4. VEZANJE AFM1 
 Uvjeti postizanja uspješne dekontaminacije uključuju: inaktivaciju mikotoksina 
transformacijom u netoksične produkte, uništavanje micelija i spora plijesni da se spriječi 
tvorba novih toksina, zadržavanje nutritivne vrijednosti hrane i krmiva, minimalne promjene 
fizikalnih svojstava sirovine te proces mora biti ekonomski isplativ tj. izvediv u smislu da bi 
trošak dekontaminacije trebao biti manji od vrijednosti kontaminirane robe. Postoje tri 
mogućnosti da se izbjegnu štetni učinci onečišćenja hrane i hrane za životinje uzrokovani 
mikotoksinima, a to su prevencija kontaminacije, dekontaminacija i inhibicija apsorpcije 
mikotoksina iz konzumirane hrane u probavni trakt. Kada se kontaminacija ne može spriječiti, 
primjena dekontaminacije je obavezna, a jedan od najjednostavnijih načina je fizikalno 
uklanjanje kontaminiranog zrna ručnom selekcijom, što se najčešće ne primjenjuje obzirom na 
dugotrajnost procesa. Djelomično uklanjanje mikotoksina može se postići suhim čišćenjem 
žita, a obzirom da ih je većina termostabilna, uobičajeni toplinski postupci uklanjanja nisu od 
bitnog utjecaja (Bata i Lasztity, 1999). 
 U brojnim istraživanjima, detoksifikaciju, odnosno inaktivaciju mikotoksina u 
onečišćenom krmivu, pokušalo se postići gama zračenjem, toplinskom inaktivacijom, fizičkim 
odjeljivanjem, razgradnjom mikrobne flore te različitim kemijskim postupcima (Piva i sur., 
1995., Rustom 1997). 
 Biološke metode dekontaminacije uključuju korištenje sredstava za apsorpciju te 
mikroorganizme i enzime. Od mikroorganizama koji prevode toksični spoj u manje toksičan 
oblik, a ponekad ga uz nazočnost određenog enzima i razgrade, uključene su neke bakterije, 
posebice iz skupine bakterija mliječne kiseline, bifidobakterija i propionibakterija u hrani, s 
ciljem smanjenja koncentracije mikotoksina. Određene bakterije, zbog osobitosti stanične 
stijenke, mogu vezati mikotoksine te se stvoreni kompleks bakterija-mikotoksin izlučuje 
fecesom (Rimar, 2017). Brojnim istraživanjima dokazana je mogućnost vezanja aflatoksina 
pomoću bakterija mliječne kiseline. Tako su na primjer, Markov i sur. (2010.) dokazali da izolat 
L. delbruecki S1 kao i standard L. rhamnosus GG ATCC 53103 imaju sposobnost smanjenje 
koncentracije AFM1 u mlijeku za više od 50% tijekom 48 sati. 
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3. MATERIJALI I METODE 
3.1. MATERIJALI 
 
3.1.1. Mikroorganizmi 
Bakterijske kulture Lactobacillus plantarum SM1, Lactobacillus plantarum KM, 
Lactobacillus paracasei KM, Lactobacillus rhamnosus KM te Lactococcus lactis 5MS1 dobivene 
iz zbirke mikroorganizama Laboratorija za opću mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica 
Prehrambeno-biotehnološkog fakulteta u Zagrebu, korištene su kao testni mikroorganizmi za 
određivanje vezanja AFM1 u mlijeku. Kulture su čuvane u MRS bujonu (de Man-Rogosa-Sharpe, 
Biolife, Milano, Italija) pri temperaturi od 4°C do izvođenja pokusa. 
 
3.1.2. Podloga za uzgoj mikroorganizama 
Za uzgoj bakterijskih kultura korišten je MRS bujon, a sam uzgoj bakterijskih kultura 
proveden je u laboratorijskim uvjetima pri 37°C tijekom 72 sata. 
MRS (de Man-Rogosa-Sharpe) bujon sastava: (g/L) 
• pepton    10 
• mesni ekstrakt   10 
• kvaščev ekstrakt   5 
• glukoza    20 
• tween 80    1 
• MgSO4 × 7H2O   0,1 
• MnSO4 × 7H2O   0,05 
• natrijev-acetat   5 
 
- u destiliranoj vodi pH vrijednost podloge je 6,5 
- sterilizacija pri 121 °C kroz 15 min 
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3.1.3. Mikotoksin 
 Standard AFM1 nabavljen je od LGC Promochem (Leeds, UK). Radna otopina AFM1 
pripremljena je razrjeđivanjem standarda, 0.5 μg/mL u acetonitrilu do 0.05 μg/mL i pohranjena 
na 4 °C do izvođenja pokusa.  
 
3.1.4. Sirovina 
 Kao sirovina za određivanje vezanja AFM1 korišteno je trajno mlijeko, s 2.8% mliječne 
masti kupljeno u lokalnoj trgovini. Mlijeko u prahu, s 10% mliječne masti korišteno je kao 
krioprotektor. 
 
3.1.5. Aparatura 
• termostat (Sutjeska, Beograd) 
• autoklav (Sutjeska, Beograd) 
• vibromikser EV-102 (Tehtnica, Železniki) 
• tehnička vaga (Sartorius, Njemačka)  
• vodena kupelj (INKOLAB, Hrvatska) 
• centrifuga (Hermle Labortechnik GmbH, Njemačka) 
• centrifuga s hlađenjem (Hermle Labortechnik GmbH, Njemačka) 
• liofilizator Christ Alpha 1-2 LD plus (Christ GmbH, Osterode, Njemačka) 
• HPLC Agilent 1100 (Agilent, Santa Clara, CA, SAD) 
 
3.1.6. Pribor 
• Erlenmeyer tikvice 500 mL 
• Petrijeve zdjelive ø 10 cm 
• mikrobiološke epruvete 18 × 180 mm 
• mikropipete 100 i 1000 µL Justor 100G (Sartrius, Njemačka) 
• kivete 10 i 50 mL 
• penicilinke s gumenim čepovima 10 mL  
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3.2. METODE RADA 
 
3.2.1. Priprema uzoraka 
Odabrane bakterijske kulture, prethodno čuvane u MRS bujonu na 4 °C, uzgojene su 
nacjepljivanjem u 3 x 5 mL MRS bujona i inkubirane na 30 °C tijekom 24 sata. Svaki bakterijski 
soj je zatim nacijepljen u 25 mL MRS bujona i inkubiran na 37 °C tijekom 24 sata. 
Centrifugiranjem sakupljena je biomasa porasla  u aseptičkim uvjetima na sobnoj temperaturi, 
zatim isprana 3 puta s 5 mL sterilne deionizirane vode i suspendirana u sterilnoj deioniziranoj 
vodi te podijeljena u dvije skupine. Prvu skupinu čine žive stanice BMK, drugu mrtve (termički 
tretirane) tretiranjem pri temperaturi od 100 oC kroz 60 minuta u laboratorijskoj vodenoj 
kupelji. Serijom decimalnih razrjeđenja određen je broj živih stanica, brojanjem poraslih 
kolonija na MRS agaru (Biolife, Milano, Italija) do koncentracije od 108 CFU/mL. Stanice BMK 
odvojene su centrifugiranjem na 3000 x g tijekom 10 minuta i pripremljene u količini od 1 mg 
biomase/mL. Bakterijska biomasa dobivena centrifugiranjem pripremljena je za liofilizaciju 
suspendiranjem u 1 mL 10%-tnog obranog mlijeka, zatim podijelljena u alikvote po 1,5 mL i 
smrznuta na -20 oC preko noći. Korišten je liofilizator Christ Alpha 1-2 LD plus (Christ GmbH, 
Osterode, Njemačka) pri temperaturi od -55 oC tijekom 24 sata.  
Uzorcima mlijeka kojima nije dokazana koncentracija AFM1 dodane su liofilizirane žive 
stanice (0,5 %) i termički tretirane liofilizirane (1mg/mL) stanice te aflatoksin M1 do konačne 
koncentracije od 0,50 µg/L uzorka. Uzorci s bakterijama i AFM1 su potom inkubirani na 4 oC te 
su sakupljani nakon 0., 2., 4. i 24. sata inkubacije kako bi se HPLC tehnikom odredila količina 
nevezanog AFM1.  
 
3.2.2. Određivanje koncentracije AFM1 u mlijeku HPLC metodom 
Za određivanje koncentracije AFM1 u mlijeku kao prikladna potvrdna metoda korištena 
je  tekućinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC; eng. High Performance Liquid 
Chromatography). HPLC metoda se općenito odlikuje visokom osjetljivošću i velikom 
sposobnosti razlučivanja analita.  
Prije HPLC analize, uzorci su pročišćeni imunoafinitetnim kolonama (Vicam) uz dodatak 
10 mL PBS pufera. Brzina protoka nije prelazila 3mL/min. Nakon ispiranja kolona s 10 mL 
destilirane vode i sušenja u vakuumu, AFM1 je eluiran s 4 mL acetonitrila. Prikupljeni eluat 
uparen je u struji dušika. Koncentracija preostalog AFM1 u uzorcima, određena je na Agilent 
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1100 HPLC uređaju (Agilent, Santa Clara, CA, SAD), opremljenim s CSI-6150 vakuum 
isparivačem, Agilent pumpom (model G 1310 A9) te fluorescentim detektorom valnih duljina 
eksicatcije i emisije 365 odnosno 455 nm. Odvajanje je provedeno na Synergi Polar koloni 
(150x3,0 mm, 4 µm) (Agilent). Mobilna faza (voda/acetonitril, 60/40, v/v) eluirana je pri 
protoku 0,5 mL/min, a vrijeme retencije AFM1 bilo je 3,5 min. Parametri validacije prikazani su 
u tablici 1.  
 
 
Tablica 1. Parametri validacije HPLC metode 
Parametar Kriterij prihvatljivosti Rezultati 
Selektivnost Informacija 
b Zadovoljava 
Iskorištenje 
0,005 μgkg-1   informacija b 
0,01 μgkg-1   informacija b 
0,05 μgkg-1   informacija b 
> 0,05 μgkg-1   70 do 110 % a 
57,0 % 
58,9 % 
79,1% 
102% 
Preciznost - 
preciznost mjerenja 
 
RSD ≤ 20% c 
 
1,92% 
Linearnost k0,999 b 0,999 
Granica detekcije  ≤ 1/3MDK (0,017 gkg-1) b 0,0025 gkg-1  
Granica 
kvantifikacije  
≤ 1/2MDK (0,025 gkg-1) b 
 
0,005 gkg-1  
 
a prema Uredbi komisije (EZ) br. 401/2006 o utvrđivanju metoda uzorkovanja i analize za 
službenu kontrolu razina mikotoksina u hrani 
b prema rezultatima validacijskih eksperimenata 
c Pravilnik o provođenju analitičkih metoda i tumačenju rezultata (NN 02/05) 
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4. REZULTATI I RASPRAVA 
 
Odabranim sojevima BMK određena je sposobnost vezanja AFM1 u mlijeku. Prilikom 
provođenja eksperimenata korištene su liofilizirane žive stanice te liofilizirane mrtve (termički 
tretirane) stanice BMK. Na slikama 3-7 prikazani su dobiveni rezultati vezanja AFM1 u mlijeku 
s odabranim bakterijskim kulturama, dok je u tablici 2 prikazan raspon koncentracija AFM1 u 
mlijeku tijekom 24 sata inokuliranom s liofiliziranim živim stanicama te liofiliziranim mrtvim 
(termički tretiranim) stanicama BMK. 
 
Na slici 3 prikazan je %-tak vezanja AFM1 liofiliziranim živim i mrtvim stanicama 
bakterije L. plantarum SM1 u ovisnosti o vremenu inkubacije. 
 
 
Slika 3. Vezanje AFM1 liofiliziranim živim i mrtvim stanicama bakterije L. plantarum 
SM1 
 
Dobiveni rezultati pokazuju kako su žive stanice L. plantarum SM1 imale najveći 
postotak vezanja AFM1 (70%) nakon 4 sata inkubacije, dok su mrtve stanice pokazale najveći 
postotak nakon 24 sata inkubacije koji je bio veći i iznosio 86%. Mrtve tj. termički tretirane 
stanice L. plantarum SM1 pokazale su slabije vezanje u usporedbi sa živim stanicama nakon 
2. i 4. sata inkubacije, međutim pokazale su se mnogo djelotvornijima u 0. satu i nakon 24 
sata.  
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Slika 4. Vezanje AFM1 liofiliziranim živim i mrtvim stanicama bakterije L. plantarum KM 
 
Iz rezultata prikazanih na slici 4 vidljivo je da su termički tretirane stanice L. plantarum 
KM pokazale mnogo manji postotak vezanja aflatoksina M1 u usporedbi sa živim stanicama, 
osim u 24. satu inkubacije kada su i žive i mrtve stanice vezale 46% AFM1. Najveći postotak 
vezanja od 58% postignut je kod 2. sata inkubacije sa živim stanicama ovog soja.  
 
 
 
Slika 5. Vezanje AFM1 liofiliziranim živim i mrtvim stanicama bakterije L. paracasei KM 
 
Bakterijski soj L. paracasei KM pokazuje puno veću sposobnost vezanja aflatoksina M1 
s živim stanicama u odnosu na mrtve i pokazuje najveći postotak vezanja nakon 24. sata u 
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iznosu od 68%, a nešto manji nakon 4. sata u iznosu od 66%. Najveći postotak vezanja 
aflatoksina M1 mrtvim stanicama soja L. paracasei KM postignut je nakon 2. sata i iznosio je 
tek 24% (slika 5). 
Slika 6 prikazuje vezanje AFM1 iz umjetno kontaminiranog mlijeka tijekom 24 sata 
uzgoja bakterijskom kulturom L. rhamnosus KM. 
 
 
Slika 6. Vezanje AFM1 liofiliziranim živim i mrtvim stanicama bakterije L. rhamnosus 
KM 
 
Mrtve stanice soja L. rhamnosus KM pokazuju znatno slabiju sposobnost vezanja 
aflatoksina M1 u usporedbi sa živim stanicama, a pokazale su se najefikasnijima nakon 2. sata 
s postignutih 18%. Suprotno tome, žive stanice su pokazale veliku sposobnost vezanja nakon 
4. sata inkubacije pa tako imaju najveći postotak vezanja AFM1 u iznosu od 92%, iako u ostalim 
vremenima inkubacije pokazuju puno manju sposobnost vezanja (52%, 30% i 36% u nultom 
satu, 2. odnosno 24. satu inkubacije), što je i dalje znatno više od mrtvih stanica ovog soja.  
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Slika 7. Vezanje AFM1 liofiliziranim živim i mrtvim stanicama bakterije L. lactis 5MS1 
 
L. lactis 5MS1 bakterijski soj pokazuje donekle kontinuirane rezultate tijekom vremena 
inkubacije, odnosno postotak vezanja AFM1 termički tretiranih i živih stanica slijedi sličnu liniju 
trenda. Tijekom cijelog vremena inkubacije, žive stanice imaju veći postotak vezanja AFM1 za 
otprilike 20%, a najviše je AFM1 vezano nakon 24. sata u iznosima od 52 i 24%, živim odnosno 
termički tretiranim stanicama (slika 7). 
U tablici 2 prikazan je raspon koncentracija nevezanog  AFM1 nakon tretmana 
liofiliziranim živim i mrtvim stanicama odabranih BMK tijekom 24 sata trajanja pokusa. 
 
Tablica 2. Koncentracija AFM1 (µg/L) u prisutnosti BMK tijekom 24 sata 
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Tretman 
Raspon koncentracija AFM1 (µg/L) 
Liofilizirane žive 
stanice 
Liofilizirane mrtve 
(termički tretirane stanice) 
L. plantarum SM1 0,15-0,39 0,07-0,35 
L. plantarum KM 0,21-0,28 0,27-0,45 
L. paracasei KM 0,16-0,32 0,38-0,45 
L. rhamnosus KM 0,04-0,35 0,41-0,43 
L. lactis 5MS1 0,24-0,34 0,38-0,42 
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Rezultati iz tablice 2. pokazuju kako je najveći udio aflatoksina M1 zaostao prilikom 
tretiranja mlijeka s liofiliziranim mrtvim stanicama bakterijske kulture L. rhamnosus KM, što je 
u skladu s rezultatima na slici 6. Najveći postotak vezanja aflatoksina M1 postignut je 
upotrebom liofiliziranih živih stanica u usporedbi s mrtvima, izuzev L. plantarum SM1 što je 
vidljivo na slici 5.  
Dobiveni rezultati prikazuju veći postotak vezanja AFM1 u odnosu na rad Pierides i sur. 
(2000), kod kojih je postotak vezanja AFM1 za žive stanice Lactobacillus sojeva iznosio 18,3 do 
53,8% u vremenu inkubacije od 15-16 sati. Slične rezultate vezanja, ali za AFB1, dobili su 
Peltonen i sur. (2001) ispitivanjem 15 sojeva BMK. Dosada nije zabilježen slučaj u kojem su 
rezultati vezanja AFM1 veći u usporedbi s AFB1, a to su potvrdili Pierides i sur. (2000) budući 
da se raspon vezanja AFB1 pomoću BMK kretao od 75,3 do 76,1%. Manji postotak vezanja 
AFM1 može biti posljedica dodatne -OH skupine u molekuli AFM1 što rezultira povećanom 
polarnošću molekule. Budući da je hidrofilnija, molekula AFM1 ima tendenciju zadržavanja u 
vodenim otopinama. Sposobnost vezanja AFM1 u otopini jedinstvena je značajka svakog soja 
bakterije mliječne kiseline (Pierides i sur., 2000).  
U istraživanju Kabaka i Vara (2008) pokazalo se da je kapacitet vezanja AFM1 dodatkom 
Lactobacillus i Bifidobacterium sojeva u rekonstituiranom mlijeku u rasponu od 7,85 do 25,94% 
te 12,85 do 27,31% za žive odnosno za termički tretirane bakterije tijekom inkubacije od 4 
sata. Iako mehanizam djelovanja BMK na aflatoksin M1 još nije razjašnjen, Lahtinen i sur. 
(2004) su zaključili kako su dvije glavne komponente na koje se aflatoksin veže, polisaharidi 
stanične stijenke te peptidoglikan i njemu srodni spojevi, dok su Shetty i Jespersen (2006) 
potvrdili da se mikotoksini vežu odnosno uklanjaju prijanjanjem na komponente stanične 
stijenke, umjesto kovalentnim vezanjem ili metaboliziranjem kao i da mrtve stanice ne gube 
sposobnost vezanja mikotoksina. 
Rezultati istraživanja dobiveni u ovom radu pokazuju da Lactobacillus vrste vežu od 22-
92 % AFM1 (slike 3-6), a slične rezultate su dobili i El-Nezami i sur. (1998) koji su dokazali 
vezanje AFM1 od 50±1% do 65±2% liofiliziranim živim stanicama.  
Elgerbi i sur. (2006) su ispitivali sposobnost 8 sojeva BMK i 4 soja bifidobakterija za 
uklanjanje aflatoksina M1 iz mlijeka i fosfatnog pufera. Uklanjanje toksina iz UHT mlijeka 
pokazalo se veće uz primjenu BMK u usporedbi s bifidobakterijama. Od bakterija mliječne 
kiseline, Lactobacillus bulgaricus bio je najučinkovitiji, uklonivši 80,5% AFM1 iz UHT mlijeka, 
zatim Lactobacillus plantarum uklanjajući 73% aflatoksina M1. Lactobacillus sojevi uklonili su 
aflatoksin M1 u rasponu od 64,0-80,5%, Lactococcus sojevi 46,0-68,5% i Bifidobacterium 
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sojevi između 67,0 i 72,5% AFM1 iz mlijeka, što ukazuje na potrebu za daljnjim ispitivanjima 
interakcija između različitih sojeva BMK i AFM1.  
Iz rezultata prikazanih na slici 3, vidljivo je da mrtve stanice bakterije L. plantarum SM1 
vežu 86% AFM1, što je u suglasnosti s istraživanjima Bovo i sur. (2013) koji su dobili veći 
postotak vezanja AFM1 za mrtve stanice nego za žive, koristeći Lactobacillus i Bifidobacterium 
sojeve u umjetno kontaminiranom obranom mlijeku i PBS puferu.  
Obzirom da korištenje BMK kao starter kultura ili probiotičkih kultura značajno ovisi o 
primjenjenim tehnologijama očuvanja, primjena liofilizacije pokazala se kao korisnom u 
pogledu održivosti i aktivnosti bakterija. Carvalho i sur. (2004) tako su primijetili kako 
zamrzavanjem osušeni pripravci pokazuju prednosti u odnosu na pripravke načinjene drugim 
tehnikama u smislu dugoročnog očuvanja. 
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5. ZAKLJUČCI 
 
Iz dobivenih rezultata istraživanja može se zaključiti: 
1. Termički tretirane liofilizirane stanice bakterija mliječne kiseline imaju manju 
sposobnost vezanja AFM1 u umjetno kontaminiranom mlijeku u odnosu na žive 
liofilizirane stanice, s jednim izuzetkom, L. plantarum SM1 koji je vezao 86% AFM1 
nakon 24 sata. 
2. Sposobnost vezanja AFM1 bakterijama mliječne kiseline u umjetno kontaminiranom 
mlijeku ovisi o vremenu izloženosti mlijeka bakterijama, ali i korištenom soju. 
3. Liofilizirane žive stanice bakterije L. rhamnosus KM pokazale su najveći postotak 
vezanja AFM1, nakon 4 sata inkubacije. 
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